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商 要 :【 目 的) 昆虫 的 气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins, OBPs) 与 嗅觉 识别 密切 相关 ,在 触角 
感受 器 淋巴 液 内 运输 外 界 的 脂 溶性 气味 分 子 顺利 到 达 噢 觉 受 体 过 程 中 起 着 关键 的 作用 。 本 研究 对 
"- KE Bactrocera minax 的 气味 结合 蛋白 基因 进行 了 克隆 和 表达 分 析 , 间 在 更 好 地 了 解 气味 结 
UR DE EE 中 的 作用 及 为 进一步 研究 柑橘 大 实 晶 嗅觉 传递 的 分 子 机 制 芮 定 基 
。【 方 法 ] 利 用 RT-PCR 和 RACE 技术 克隆 柑橘 大 实 蝇 的 气味 结合 蛋白 基因 ,并 进行 生物 信息 学 
jon 构建 重组 表达 载体 pET28a( + ) -BminOBP25 ,转化 到 大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21( DE3) 中 ， 
SDS-PAGE 及 Western blotting 鉴定 重组 表达 蛋白 ;采用 荧光 定量 PCR 检测 该 基因 在 柑橘 大 实 蝎 成 
下 不 同 组 织 中 的 表达 。【 结 果 】 克 隆 获 得 柑橘 大 实 蝎 气 味 结 合 蛋白 基因 的 cDNA 全 长 序列 ,命名 为 
BminOBP25 ( GenBank pem :MH181875 ) 。 测 序 结果 表明 , BminOBP25 开放 阅读 框 全 长 447 bp, 2& 
码 148 个 和 氨基酸, 预测 分 子 量 为 17.5 kD, 编码 序列 具有 OBPs 典型 的 6 个 保守 半 胱 氮 酸 和 6 个 
螺旋 区 域 特征 。 在 IPTG 诱导 下 目标 蛋白 以 6 x His 标签 融合 蛋白 的 形式 在 宿主 菌 中 得 到 稳定 表 
iko KAZE PCR 分 析 表 明 ,Bmin0BP25 mRNA Æ R. $ fk A AAA fk fA) A EAE E e > Dp 
器 中 均 有 表达 ,其 中 在 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 足 和 产 卵 器 中 表达 量 较 高 。【 结论 ] BminOBP25 在 柑 
权 大 实 蝇 成 虫 触角 、 头 、 足 和 产 卵 器 中 具有 高 转录 活性 ,提示 该 基因 在 非 嗅觉 组 织 中 可 能 也 具有 生 
理 功能 ,特别 是 可 能 在 昆虫 的 取 食 与 产 卵 地 选择 过 程 中 起 重要 作用 ,其 功能 还 需 深 入 研究 。 本 研究 
实现 了 BminOBP25 基因 的 原核 表达 ,为 深入 研究 BminOBP25 基因 的 功能 商定 基础 。 
关键 词 : EX X58; BminOBP25; ABA En 基因 克隆 ; 组 织 表达 分 析 ; 荧光 定量 PCR 
中 图 分 类 号 : Q966 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2018 ) 05-0537-09 
Cloning, prokaryotic expression and tissue expression profiling of an 
odorant binding protein gene BminOBP25 from Bactrocera minax 
( Diptera: Tephritidae) 
SI Pin-Fa, ZHOU Qiong*, CUI Zhong-Yi ( College of Life Sciences, Hunan Normal University, 
Changsha 410081, China) 
Abstract: [ Aim] The odorant binding proteins ( OBPs ) of insects are closely related to olfactory 
recognition and play a key role in the successful delivery of fat-soluble odorant molecules in the lymph 
nodes of the antennal sensory receptors to the olfactory receptors. In order to understand the roles of OBPs 
in olfactory recognition and to lay foundation for studying the molecular mechanisms of olfactory 


transmission in Bactrocera minax, an OBP gene was cloned and its expression profiles were analyzed. 
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[Methods] The full-length cDNA sequence of OBP gene was cloned from B. minax using RT-PCR and 
RACE techniques, and subjected to bioinformatics analysis. The recombinant expression vector pET28a 
( + )-BminOBP25 was constructed and transformed into Escherichia coli BL21 ( DE3). The recombinant 
protein was identified by SDS-PAGE and Western blotting. The expression profiles of OBP gene in 
different tissues of B. minax adults were detected by quantitative real-time PCR (qPCR). [Results] An 
OBP gene was cloned from B. minax and named BminOBP25 ( GenBank accession no. : MH181875). 
Its ORF is 447 bp in length encoding 148 amino acids with a predicted molecular weight of 17. 5 kD. The 
encoded protein has typical six conserved cysteines and six a-helices. The recombinant expression vector 
pET28a( + ) -BminOBP25 was constructed and the target protein was stably expressed in host bacteria in 
the form of 6 x His tag fusion protein after IPTG induction. qPCR analysis showed that BminOBP25 
mRNA was expressed in antennae, head ( without antennae) , thorax, abdomen, leg, wing and ovipositor 
of adults, with higher expression levels in antenna, head ( without antennae), leg and ovipositor. 
[ Conclusion] BminOBP25 has high transcriptional activity in antennae, heads, legs and ovipositors of 
B. minax adults, suggesting that BminOBP25 may also have physiological functions in non-olfactory 
tissues, and especially may play important roles during the selection of insect feeding and spawning sites. 
Its functions need further study. In this study, the prokaryotic expression of BminOBP25 was achieved, 
laying a foundation for further study of its functions. 


Key words: Bactrocera minax; BminOBP25; odorant binding protein ( OBP); gene cloning; tissue 


expression profiling; qPCR 





柑橘 大 实 晶 Bactrocera minax. 5E Jg X WH H 
( Diptera ) Sz k BF ( Tephritidae ) 3 B Sc ta Wr. fl 
( Dacinae) ( BTEBERIBEZi vi, 1955) ,该 虫 主要 分 布 
在 印度 、 不 丹 ( Drew et al., 2005) 以 及 中 国 的 湖南 、 
湖北 ` 四 川 、 重 庆 、 贵 州 、 云 南 、 广 西 等 柑橘 主 产 区 
( 汪 兴 鉴 和 罗 禄 怡 ，1995 ) 。 柑 橘 大 实 蝇 的 寄主 范围 
是 柑橘 种 类 ,被 看 作 是 商业 柑橘 的 严重 害虫 (Dorjic 
et al., 2006; Dong et al., 2014; Wang et al., 2014) 。 
TERRI SI RIS BI 幼虫 、 肾 期 阶段 均 较 隐蔽 而 不 利 防 
治 , 因 此 ,裸露 自由 生活 、 补 充 营养 和 交配 产 卵 的 成 
虫 阶 段 是 进行 其 防 控 的 重要 时 期 ( 刘 路 等 , 2014) 。 
利用 嗅觉 诱捕 成 虫 ,是 柑橘 大 实 晶 种 群 控 制 的 高 效 
而 绿色 环保 的 重要 手段 (Dong et al., 2014; Liu et 
al., 2016) , 

昆虫 气味 结合 蛋白 (odorant binding protein, 
OBP) 是 一 类 低 分 子 量 的 水 溶性 蛋白 ,大 多 数 存 在 于 
嗅觉 系统 的 感受 需 淋 巴 液 中 (Pelosi and Maida, 
1995 ) 。 气 味 结合 蛋白 的 主要 作用 是 结合 亲 脂 性 气 
味 分 子 ,将 气味 分 子 在 淋巴 液 中 转运 到 气味 受 体 蛋 
白 ,引起 气味 受 体 蛋 白 的 构象 变化 ,进而 形成 动作 电 
位 ,产生 的 电信 号 传递 到 更 高 级 的 神经 中 枢 产 生 行 
为 反应 ( Carey et al., 2010)。 气 味 结合 蛋白 与 气味 
分 子 的 结合 是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 的 第 一 
步 ,是 昆虫 嗅觉 识别 过 程 中 的 关键 作用 因子 ( Vogt 
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and Riddiford, 1981; Briand et al., 2001) , 

本 研究 通过 RT-PCR 和 RACE 技术 ,首次 克隆 
了 柑 权 大 实 蝇 气味 结合 蛋白 基因 Bmin0BP25 的 全 
长 ,并 采用 实时 荧光 定量 PCR 技术 分 析 了 该 基因 在 
柑橘 大 实 蝇 雌 雄 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 情况 ,为 深 
人 研究 气味 结合 蛋白 在 柑橘 大 实 蝇 嗅觉 识别 过 程 的 
作用 以 及 基于 嗅觉 的 柑橘 大 实 蝇 诱 捕 剂 的 研制 奠定 
基础 。 























1 材料 与 方法 
1.1 fti mus 
柑橘 大 实 蝇 师 于 2016 ^E 4 月 采 自 湖南 省 淤 县 
TH pa] (290*36'33"N, 111?41'53"E) , 带 回 实验 室 , 待 
其 羽化 后 一 部 分 在 笼 中 饲养 , 男 一 部 分 分 别 收集 柑 
TS X SIUE HE (e 30 头 ) 成 里 的 触角 、 头 (去 除 触 
fA) 胸 、 腹 . 足 ` 考 和 产 卵 器 等 7 个 不 同 组织 , 分 别 
迅速 装 入 2 mL EP 管 后 封 羡 置 于 液 氮 饶 中 速冻 ,后 
转移 至 -80Y 冰箱 中 备用 。 
1.2. 主要 试剂 

感受 态 细胞 BL21 ( DE3) W A Tiangen 公司 ,大 
肠 杆 菌 Escherichia coli TOP10 菌株 ，- 807C 保存 ; 
RNA 提取 试剂 Trizol 购 自 Invitrogen 公司 ; 反 转 录 系 
统 及 qPCR 相关 试剂 购 自 Thermo Scientific 公司 ; 
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SMARTer RACE 试剂 盒 LA 酶 .琼脂 糖 凝 胶 回 收 试 
剂 盒 .克隆 载体 pMDIS-T 购 自 TaKaRa 公司 。 核 酸 
分 子 量 标准 、 和 蛋白 分 子 质量 标准 及 SYBR Premix 
ExTaq 荧光 试剂 均 购 自 TaKaRa 公司 ; Anti-His 
Antibody . 羊 抗 鼠 IgG-HRP , HRP-DAB 底 物 显 色 试剂 
盒 购 自 Tiangen 公司 。 
1.3 总 RNA 提取 和 反 转 录 

将 1.1 节 笼 中 饲养 的 柑橘 大 实 蝇 峻 、 雄 成 虫 各 
3 头 混合 后 经 液 氮 研磨 至 粉末 状 , 迅速 转移 至 
1.5 mL EP 管 中 , 采 用 Trizol 法 提取 总 RNA。 非 变 
性 琼脂 糖 凝 腕 电泳 和 紫外 分 光 光 度 计 检测 后 ,按照 
Thermo 反 转 录 系 统 说 明 书 操作 , 反 转 录 获 得 cDNA 
第 1 链 。 























1.4 引物 的 设计 及 合成 

根据 GenBank 中 双 翅 目 昆 虫 的 OBP 基因 序列 
保守 区 段 ,设计 引物 BminOBP25-MF 和 BminOBP25- 
MR 用 于 柑橘 大 实 晶 OBP 基因 中 间 片 段 的 扩 增 。 根 
据 中 间 片 段 的 测序 结果 分 别 设计 两 条 正 向 引物 
BminOBP25 3' GSP1 和 BminOBP25 3'GSP2 用 于 3 
RACE 扩 增 ;设计 两 条 反 向 引物 BminOBP25 5' GSPI 
fil BminOBP25 5' GSP2 JHF 5' RACE f, dg 5' 
RACE 和 3 RACE 结果 将 序列 拼接 后 得 到 基因 全 
长 ,设计 1 对 特异 性 引物 BminOBP25-CDS-F 和 
BminOBP25-CDS-R 并 在 两 端 加 上 EcoR I 和 Hind M 
的 酶 切 位 点 及 保护 碱 基 。 本 人 研究 中 其 他 引物 为 试剂 
盒 中 提供 ,引物 由 Invitrogen 公司 合成 ( 表 1)。 




















表 1 实验 中 用 到 的 引物 


Table 1 Primers used in the experiment 








引物 引物 序列 (5' 37) & 








引物 用 途 
Primers Primer sequences Primer usage 











BminOBP25 中 间 片 段 的 扩 增 











BminOBP25-MF TGCCAAGACGGGAGTGAC 
Intermediate fragment amplification of BminOBP25 
BminOBP25-MR TTCCAGCARCGATGATGCAACCAA 
BminOBP25 3'GSPI CACGAGCACGAGCTGTTGAA 3'RACE 
BminOBP25 3'GSP2 ATCCCAAGGGCGATAAT 
BminOBP25 5'GSPI GCACTTCGCCGTCCTCA 5'RACE 
BminOBP25 5'GSP2 CTTCAACAGCTCGTCCTCGT 
BminOBP25-CDS-F CCGGAATTCATGTACTCAATAAAGTCTATC 基因 全 长 克隆 Full-length cDNA cloning 





BminOBP25-CDS-R 


CCCAAGCTTTTAAATCAAGAAATAATCG 





英 光 定量 PCR 中 内 参 基因 扩 增 





qGADPH-F AAAGGGTGGTGCCAAGAAGG 
Amplification of internal reference gene in real-time PCR 
qGADPH-R GTGGTGCAAGAAGCATTAGATAGATACG 
荧光 定量 PCR 中 目的 基因 扩 增 
qOBP-F GGCTAAGTGTCAGCGATGGCGATGT 
Amplification of target gene in real-time PCR 
qOBP-R TTGCGGTAAACTGTCCAGTATCTTC 


下 划 线 部 分 为 酶 切 位 点 ,波浪 线 部 分 为 保护 碱 基 。The underlined section is the cleavage site of restriction enzyme, and the protected bases are in 


wavy line. 


1.5 柑橘 大 实 蝇 气 味 结合 蛋白 基因 克隆 

以 1.3 节 中 从 柑橘 大 实 蝇 中 获得 的 cDNA 作为 
模板 进行 PCR 扩 增 ,克隆 目的 基因 。PCR 反应 总 体 
积 为 50 uL: 10 x 缓冲 液 5 uL, dNTPs 混合 液 (2.5 
mmol/L) 4 uL, LA 酶 (5 mmol/L) 0.25 pL, 上 下 游 
引物 (10 mmol/L) 各 1 pL, cDNA 模板 2. 5 uL, 
ddH,O 36. 25 uL. 1&5] Bi JE CA PCR 仪 扩 增 。 
PCR 反应 程序 :94% 预 变性 3 min; 94% 变性 30 s, 
58% 退火 30 s, 72% 延伸 30 s, 30 个 循环 ;72% 延伸 
10 min。RACE PCR 扩 增 反应 按照 SMARTer RACE 





5'/3 "试剂 盒 使 用 方法 进行 并 做 少许 调整 ,需要 重新 
制备 cDNA 并 在 反 转 录 过 程 中 加 入 SMARTer A 
Oligonucleotide, PCR 3 Hl && PCR 引物 使 用 试剂 
盒 中 提供 的 UPM 以 及 UPS 5j GSPI/GSP2 配套 进行 
两 轮 扩 增 ,PCR 反应 程序 为 94Y 预 变 性 3 min;94%C 
变性 30 s, 60% 退火 30 s, 72% 延伸 30 s, 30 个 循 
环 ;72% 延伸 10 min。 

扩 增 产物 用 1. 0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ,用 
TaKaRa MiniBest 胶 回 收 试 剂 盒 回 收 目的 片段 。 将 
回收 的 目的 片段 进行 连接 到 pMDIS-T 载体 ,转化 感 
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受 态 细胞 TOP 10, 最 后 将 鉴定 的 阳性 克隆 菌株 送 往 
铂 尚 生物 有 限 公 司 进行 测序 。 
1.6 序列 相关 功能 的 生物 信息 学 分 析 

言 号 肽 预测 使 用 在 线 软件 SignalP ( http: // 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/) 分 析 , 序 列 相似 
性 搜索 使 用 BLAST(http : // blast. ncbi. nlm. nih. gov/ 
Blast. cgi) 工具 ; 氨基酸 序列 比 对 使 用 ClustalW2 
( http: // www. ebi. ac. uk/Tools/clustalw2/index. 
html) 工具 。 采 用 MEGA 7. 0 软件 的 邻 位 相连 法 
( Neighbour-Joining) 进行 系统 进化 分 析 ; 和 蛋白 质 跨 膜 
区 分 析 采 用 TMHMM ( http: // www. cbs. dtu. dk/ 
service/? TMHMM/) TE, 
1.7 原核 表达 及 Western blot 检测 

利用 引物 BminOBP25-CDS-F/BminOBP25-CDS- 
R, 以 1.3 节 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,通过 酶 切 
重组 方法 将 扩 增 产物 插入 pET28a( + ) 和 载体 ,构建 重 
组 表达 载体 ,转化 感受 态 细胞 BL21 ( DE3 ) 后 , 涂 板 
挑 单 克 隆 检测 。 将 阳性 克隆 在 LB/Kan 培养 基 中 
于 37% 培养 至 0D, 为 0.6~1.0 时 ,加 入 0.5 和 
1 mmol/L IPTG 进行 诱导 表达 。 抽 提 菌 体 和 蛋白 后 ， 
用 15% SDS-PAGE 电泳 检测 。 将 分 离 后 的 蛋白 转 
EP PVDF 膜 2 bh, 封闭 液 封 闭 4 h,TBST 洗 膜 后 加 入 
Anti His Antibody ,37°C 孵育 4 h, 洗 膜 , 加 入 羊 抗 鼠 
IgG-HRP 二 抗 ,37% EE 4 h ,充分 洗涤 后 ,HRP-DA 
底 物 显 色 试剂 盒 显 色 鉴 定 表达 产物 。 
1.8 柑橘 大 实 蝇 气 味 结 合 蛋白 基因 组 织 表达 谱 分 析 
根据 柑橘 大 实 晶 气 味 结合 蛋白 编码 基因 全 长 序 
列 设计 引物 ,以 1.1 节 中 收集 的 柑橘 大 实 蝇 肉 雄 成 
虫 不 同 组 织 提 取 的 总 RNA 经 反 转 录 得 到 的 cDNA 
为 模板 ,以 G4DPH 为 内 参 , 引 物 见 表 1 ,用 荧光 定量 
PCR 方法 研究 柑橘 大 实 晶 OBP 基因 在 不 同 组 织 中 
的 表达 水 平 。 每 样品 重复 3 次 。PCR 反应 体系 (10 
uL): 2 x All-in-One qPCR Mix 5 pL, 正 反 向 引物 
(0.2 umol/L) 4 1 uL, cDNA 1 pL, ddH,O 2 pL, 
PCR 扩 增 程序 : 95% 预 变性 10 min; 95?C 变性 10 s, 
60Y 退 火 20 s, 72% 延伸 10 s, 共 40 个 循环 ,最 后 以 
每 6s 上升 0.5% 的 速度 从 65% 到 95% ip s RE HT 
线 ,采用 QuantStudio 5 荧光 定量 PCR. 仪 相 应 软件 进 
行 数据 分 析 , EXCEL 整理 数据 。 相 对 定量 采用 
2- 人 9 法 进行 数据 分 析 (Livak and Schmittgen , 
2001) 。 将 荧光 定量 所 得 数据 用 SPSS 19.0 进行 方 
差分 析 , 采 用 Duncan 氏 多 重 比较 检验 法 和 了 检验 进 
行 比较 ,分 析 柑 橘 大 实 晶 成 虫 不 同 组 织 中 目的 基因 
的 表达 量 差异 。 

























































































2 结果 


2.1 柑橘 大 实 蝇 气 味 结合 蛋 白 编 码 基因 的 克隆 
反 转 录 及 PCR 结果 (图 1) 显 示 , 同 源 克 隆 获 得 
柑橘 大 实 晶 气 味 结合 蛋 白 编码 基因 中 间 片 段 大 小 约 









































为 200 bp 符合 预期 结果 。5' RACE 获得 目的 基因 5 
末端 片段 约 为 200 bp 符合 预期 ,3' RACE 获得 3 末 
端 片段 约 为 310 bp 符合 预期 大 小 。 特 异性 引物 
BminOBP25-CDS-F/BminOBP25-CDS-R 扩 增 得 到 目 
的 基因 全 长 片段 ,大 小 约 为 500 bp 符合 预期 。 
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S00 ve 
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图 1 AAK OBP 基因 PCR 产物 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of PCR products 
of OBP gene of Bactrocera minax 
M; DNA marker; 1; 3' 末 端 片 段 3' end fragment; 2; OBP 基因 中 间 
片段 Intermediate fragment; 3; 5'2K jj Fr Et 5' end fragment; 4; 全 长 
Fr Et Full-length fragment. 














2.2 ”柑橘 大 实 蝇 气味 结合 蛋白 编码 基因 测序 结果 
及 序列 生物 信息 学 分 析 

同 源 克隆 获得 目的 基因 中 间 片 段 , 测 序 结果 表 
明 该 序列 与 典型 昆虫 气味 结合 蛋白 序列 具有 高 度 相 
似 性 ,初步 判断 所 获得 的 片段 是 柑橘 大 实 晶 OBP 基 
因 序 列 。 根 据 该 序列 设计 的 GSP 引物 和 试剂 盒 配 
套 的 接头 引物 扩 增 分 别 获 得 目的 基因 5' 端 和 3' 端 
序列 ,拼接 获得 柑橘 大 实 晶 气味 结合 蛋白 编码 基 
cDNA 全 长 序列 。 根 据 BminOBP25-CDS-F 和 
BminOBP25-CDS-R 扩 增 后 获得 447 bp 的 特异 性 条 
带 ,测序 结 果 与 拼接 结果 一 致 ,确定 获得 柑橘 大 实 晶 
OBP25 cDNA 的 完整 序列 。 命 名 为 Bmin0BP25 
( GenBank 登录 号 : MH181875 ) ,编码 148 个 氨基 酸 
(图 2) ,分 子 量 为 17.5 kD, N 端 22 个 氨基 酸 为 蛋白 
言 号 肽 区 ,成 熟 肽 含有 126 个 氨基 酸 。TMHMM 跨 
膜 区 分 析 ( 图 3) 表明 BminOBP25 的 第 1 -4 位 氨基 
酸 位 于 膜 内 ， 第 5 -23 位 氨基 酸 形 成 一 个 典型 跨 膜 
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atgtactcaataaagtctatcttgggtacactgttgtggttcggttttttgacgaccgttatttgggcacaaaag 
Do MY S T K.S-T1I LG T LL Ww Db cb5 lc T T v ILAQ 
76 gagctgagacgtgatgaaacctatccccctccggagctgctgaaggcactacggcctgttcacgactcctgcgtt 
26 BLSEDETYPPPFELILSALEBREEFIY5»&S$BHT 
151 tecaagacgggagtaacagaagaggccataaaggagttcagcgatggcgatgtacacgaggacgagctgttgaag 





d S KT G6 y T E E À IL K BE EF $& bb G.Db Y Sm E E LLE 
220 tgttacatgtattgtgtgtttgaagaaacggatgttttgcatgaggacggcgaagtgcatttggagaagatactg 
w ev Mm vo YB BE BT DV LE HB DG BV ML ET 





301 gacagtttaccgcaatcaatgcacgatatagctttacatatgggcaagaagtgtttgtatcccaagggcgataat 





wi p S 


LPOSMNHDIALEMCKKOULYPRGODNR 


376 aagtgtgaacgcgcattttggttgcatcgctgctggaaggagtcagatccaaagcattatttcttgatttaa 





126 KKERAF 


图 2  BminOBP25 基因 的 核 昔 酸 序列 及 其 推 
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I - 








导 的 氨基 酸 序列 











Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of BminOBP25 





下 划 线 表示 推导 的 信号 肽 ; 方 框 内 表示 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 。 








The predicted signal peptide sequence is underlined. Six conserved cysteins are boxed. 
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3  BminOBP25 跨 膜 结构 域 预测 
Fig. 3 Predicted transmembrane domain of BminOBP25 


区 ,第 24 - 148 位 氨基 酸 位 于 膜 外 ,表明 BminOBP25 
可 能 为 分 泌 型 蛋白 。 用 ClustalW2 工具 对 柑橘 大 实 
蝇 与 其 他 双 翅 目 昆 虫 OBP 的 氨基 酸 序 列 同 源 性 进 
行 比 对 (图 4) ,结果 显示 ,Bmin0BP25 与 其 他 双 却 目 
昆虫 的 OBP 蛋白 类 似 ,具有 典型 的 6 个 保守 的 半 胱 
氮 酸 残 基 和 6 个 w- 螺 旋 结构 域 。 用 MECA 7.0 构建 
系统 进化 树 (图 5) ,结果 显示 ,柑橘 大 实 蝇 气 味 结合 
蛋白 氨基 酸 序列 与 柑橘 小 实 晶 Bactrocera dorsalis 气 
味 结合 蛋白 BdorOBP 序列 一 致 性 最 高 (88% ) ,其 次 
是 与 地 中 海 实 晶 Ceratitis capitata 气味 结合 蛋白 
CcapOBP83a-2 和 南美 热带 果 蝇 Drosophila. willistoni 
气味 结合 蛋白 DwilOBP( 4) 8696 和 7896 ) ,而 与 
其 他 昆虫 的 气味 结合 蛋白 氨基 酸 序列 仅 具 有 52% ~ 
TT96 的 一 致 性 ,这 反映 了 气味 结合 蛋白 在 几 种 昆虫 
间 亲 缘 关 系 的 远近 。 
2.3 原核 表达 及 Western blot 检测 

BminOBP25 编码 区 获得 后 ,用 限制 性 内 切 酶 
EcoRT 和 Hind MILIY & T4 DNA 连接 酶 构建 重 
组 原核 表达 载体 pET28a ( + )-Bmin0BP25 ,转化 到 
感受 态 细胞 BL21(DE3 ) 后 ，IPTC 诱导 表达 。 取 适 

















量 诱 导 表 达 后 的 重组 苗 加 入 SDS-PAGE Loading 
Buffer 处 理 , 经 1596 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 及 6 x His 
标签 单 克 隆 抗体 免疫 印迹 分 析 ,结果 出 现 特异 性 条 
带 (图 6) ,在 20 kD 左右 位 置 产生 特异 性 蛋白 条 带 ， 
而 未 诱导 菌 液 在 相应 位 置 没有 产生 特异 性 蛋白 表达 
( 泳 道 1 和 5)( 图 6: A)。 表 达 产 物 Western blot 印 
迹 分 析 结 果 表 明 ,所 表达 的 融合 蛋白 确实 为 目的 蛋 
白 ( 图 6: B), pET28a ( + )-BminOBP25 在 上 清 液 
( 泳 道 3 和 7) 中 有 表达 ,但 在 包涵 体 ( 泳 道 4 和 8) 
中 没有 表达 (图 6: A). 
2.4 BminOBP25 的 组 织 表达 谱 分 析 

根据 2-^^“ 相 对 定量 法 ,以 肉 成 虫 触角 中 的 表 
达 量 为 基准 ,测定 Bmin0BP25 在 柑橘 大 实 晶 成 虫 不 
同 组 织 的 表达 谱 。 结 果 表 明 ,Bmin0BP25 FE WEE 
触角 中 的 表达 量 最 高 ( 设 为 1) ,在 肉 成 虫 足 、 头 (去 
除 触角 ) 、 产 卵 器 \ 胸 、 腹 和 翅 中 的 相对 表达 量 分 别 是 
0. 89, 0. 79, 0.68, 0.32, 0.34 和 0. 18; 在 雄 成 虫 中 
BminOBP25 也 是 在 触角 中 的 表达 量 最 高 (0. 92) ,在 
足 、 头 (去 除 触角 ) 胸 、 腹 和 翅 中 的 相对 表达 量 分 别 
是 0.87, 0.71, 0.39, 0.29 和 0.21( 图 7) 。 
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ScalOBP MSFNGMCRGRTQ - - LLY TI-LIVLSLM--SCHCRAQQPRRDAEYPPPAILKMAKPFH 52 
CquiOBP MFT-TTVLGLGLL-—-LLLQVGLISCEEPRRDAEYPPPEFLVKMKPMH 52 
AaegOBP MIRFIVFVSSCLVAVSI-ADVTPRRDAEYPPPELLQALKPLR 34 
CtarOBP TLVIFGAVLGV-AVVVM-ADVTPRRDAEYPPPELLEALKPLH 41 
AsinOBP 3FVCAATGC-LCLVI-ADTTPRRDAQYPPPELLEAMKPIH 47 
AfunOBP MK-FATFVCIVTMC-CTLVL-AQSTPRRDAEYPPPELLEAMKPLH 42 
ASCOOBP — — 4 Ceu E NEL ARATE MK-YLAVVCVGLMC-CMMAL-AQSTPRRDAEYPPPELLEAMKPLH 42 
DantOBP2 MSTITLVYGILLTATIFIVHTAWSQKVEPRRDDTYPPPDLLAKLKPVH 42 
CcapOBP83a-2 MYILRTILGALLWC-SVLLNLIWAQ-KELRRDETYPPPELLEALRPVH 46 
BdorOBP MHSRKTLLGTLLWI-GFLLNFIWAQ-KELRRDETYPPPELLKELQPVH 46 
DvirOBP MLLRATINIFSILLLS-SLTGRGSWA--AELRRDETYPPPELLKELAPVH 47 
DwilOBP MTVLRATRHAYTNNTNSSTSSSSSNTGNISTITATTTSTTPFDYMCLSQVKSFAMRSAITIFGISLVL--FVLRDVST--ADLRRDETYPPPEMLKELAPVH 98 
BminOBP25 BUR RE a Xy m e ee TURO ID T CN ———----———--MYSIKSILG-TLWF-GFLTTVIWAQ-KELRRDETYPPPELLKALRPVH 46 
sek kk ok *. 
al 
ScalOBP C :VHEDE LAAIPDSLR QOWKKADPVHYFLV 154 
CquiOBP dC zT HE, "LPESMHL WCOWKERDPVHYFLP 154 
AaegOBP C HE! LPDSM MNKESDPKHYFLI 136 
CtarOBP C HEDE SLPNSMH KQADPKHYFLV 143 
AsinOBP C| S THEDE MLPNSM NKQSDPKHYFLV 149 
AfunOBP CVG : [HEDE LPNSMH CNKQSDPKHYFLV 146 
AsteOBP CVG EDE .PNSMI NKQSDPKHYFLV 146 
DantOBP2 DTC HE LPETMH SCWKKADPVHYFLV 146 
CcapOBP83a-2 QNCVAKTGVTEEAIKEF: THEDE JLDSLPNSMI 'KKESDPKHYFLI 148 
BdorOBP CVAKTGVTEEAIKEP HE .DKXPESMH ROWKEADPKHYFLT 148 
DvirOBP OVGKTGVTEAA /HEDE LPDSMH WL ap Mks YFLI 149 
Dwi 10BP CVKKT: KE [EDEKLKQYMYCVFDETDVLHEDGEVHLEKLLDRLPDSME WKQADPKHYFLT 200 
BminOBP25 SKTGV IKEFSDGDVHEDELLKQYMYGVFEETDVLHEDGEVHLEKTLDSLPQSMI NOWKESDPKHYFLI 148 
Oo DEOS 11 36k Sek Q Dbekkl Geek 水 :水 10 l.l hok ol aki : 六 六 阔 : 站 六 六 站 六 站 
al a2 a3 a4 
图 4 BminOBP25 与 其 他 双 翅 目 昆 虫 OBP 的 氨基 酸 序列 比 对 





Fig. 4 Amino acid sequence alignment of BminOBP25 with OBPs from other dipteran insects 
OBPs 的 来 源 及 GenBank 登录 号 Source species of OBPs and their GenBank accession numbers; AaegOBP ; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti ( XP. 001663216. 
Anopheles sinensis ( AIRO9579. 1) ; AsteOBP ; 斯 氏 按 蚊 Anopheles 
stephensi ( ACS83757.1) ; BdorOBP; 桔 小 实 蝎 Bactrocera dorsalis ( ACB56577. 1) ; BminOBP25; JH f X 3c 88 Bactrocera minax ( MH181875) ; 
CcapOBP83a-2; 地 中 海 实 蝎 Ceratitis capitata ( CDJ79887. 1) ; CquiOBP ; 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus ( XP. 001848939. 1) ; CtarOBP ; YT i IX 
Culex tarsalis ( 4A073465.1) ; DantOBP2; Zl Delia antigua ( BAI82442. 1) ; DvirOBP; 黑 果 蝇 Drosophila virilis ( XP. 002058580. 1) ; DwilOBP: 





1); AfunOBP; 不 吉 按 蚊 Anopheles funestus ( 4DQ01701. 1) ; AsinOBP; 中 华 按 蚊 


南美 热带 果 晶 Drosophila willistoni ( XP. 002073644. 2) ; ScalOBP ; MEZI Stomoxys calcitrans ( ACT75666. 1). al — a6 分 别 表示 6 个 -螺旋 ; 方 村 




















为 6 个 保守 半 胱 氮 酸 。al — o6 represent six a-helices, respectively, and the six conserved cysteines are in boxes. 
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5 ”基于 氨基 酸 序列 构建 的 BminOBP25 与 其 他 昆虫 OBPs 的 系统 发 育 树 (邻接 法 ,1 000 次 重复 ) 


Fig. 5 Phylogenetic tree based on amino acid sequ 





ence of BminOBP25 and OBPs from 


other insect species ( neighbor-joining method, 1 000 replicates) 
OBPs 来 源 及 GenBank 登录 号 Source species of OBPs and the GenBank accession numbers; BdorOBP ; 桔 小 实 晶 Bactrocera dorsalis( ACB56577.1) ; 


BminOBP25 ; fH f K Sz 88 Bactrocera minax ( MH181875) ; CcapOBP83a2; Hr] 








| 18g SCR Ceratitis capitata ( CDJ79887. 1) ; DvirOBP: 


hj 


Hl 
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RR Ng 


Drosophila virilis ( XP. 00258580. 1); DwilOBP; 南美 热带 果 晶 Drosophila willistoni ( XP, 002073644. 2) ; DantOBP2: ZE 8 Delia antigua 
( BAI82442. 1) ; CquiOBP ; 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus ( XP. 001848939. 1) ; ScalOBP; Ji Ziliy Stomoxys calcitrans ( ACT75666. 1) ; AaegOBP: 
Y KR pti Aedes aegypti ( XP. 001663216. 1) ; CtarOBP ; YAT le Culex tarsalis ( 4A073465. 1) ; AsinOBP; 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis ( AIR09579. 
1) ; AfunOBP ; 不 吉 按 蚊 Anopheles funestus ( 4DQ01701. 1) ; AsteOBP; 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi ( ACS83757.1). 
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图 6 融合 蛋白 BminOBP25 的 可 溶性 分 析 (A) 及 Western blotting( B) 41r 

Fig. 6 Solubility analysis ( A) and Western blotting (B) of the BminOBP25 fusion protein 
M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1, 5; 未 经 IPTG 诱导 的 pET28a ( + ) -BminOBP25 表达 产物 Expressed product of pET28a 
( + ) -BminOBP25 without IPTG induction; 2, 6; 全 菌 中 IPTG 诱导 的 pET28a ( + )-BminOBP25 表达 产物 Expressed product of pET28a ( + )- 
BminOBP25 after IPTG induction; 3, 7: 上 清 中 pET28a ( + ) -BminOBP25 的 IPTG 诱导 表达 产物 Expressed product of pET28a ( + ) -BminOBP25 in 
supernatant solution after IPTG induction; 4, 8: 包涵 体 中 pET28a (  ) -BminOBP25 的 IPTG 诱导 表达 产物 (箭头 示 融 合 蛋白 ) Expressed product of 
pET28a ( + ) -BminOBP25 in inclusion body after IPTG induction, the arrow indicating the fusion protein. 9, 10: 分 别 为 0.5 和 1.0 mol/L IPTG 诱导 
的 带 6 x His 标签 的 pET28a ( + ) -BminOBP25 上 清 液 Supernatant solution of pET28a ( + ) -BminOBP25 with 6 x His tag after induction with 0. 5 and 
1. 0 mol/L IPTG, respectively. 11: 未 经 IPTG 诱导 的 带 6 x His 标签 的 pET28a ( + )-BminOBP25 上 清 液 Supernatant solution of pET28a ( + )- 
BminOBP25 with 6 x His tag without IPTG induction. 
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图 7  BminOBP25 在 柑橘 大 实 晶 成 虫 各 组 织 中 表达 分 析 
Fig. 7 Expression profiles of BminOBP25 in various tissues of Bactrocera minax adults 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ,不 同 组 织 中 的 基因 表达 量 以 肉 虫 触角 中 的 表达 量 为 基准 。 同 性 别 柱 上 小 写字 母 不 同 表示 同性 别 的 不 同 组 织 间 差 
异 显著 (P<0.05)( 采 用 Duncan 氏 多 重 比较 检验 法 ) ; 星 号 表示 同 种 组 织 不 同性 别 间 差异 显著 (P<0.05)( 采 用 7 了 检验 )。Data in the figure are 


mean + SE. The relative expression levels of genes in different tissues are normalized to that in female antennae. Different lowercase letters above bars 














indicate significant differences among different tissues of the same sex ( P <0.05) (Duncan’s multiple range test) , and the asterisk indicates significant 
differences between the genders of the same tissue ( P «0.05) (T-test). 


主要 具有 以 下 特征 (1) 分 子 量 较 小 , 约 为 16 kD (2) 
3 讨论 多 肽 链 中 有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 ; (3 ) 蛋白 质 呈 酸 


性 ,等 电 点 大 都 在 4.4 ~5.2;(4) 和 蛋白 大 多 存在 于 昆 
昆虫 OBP 是 一 类 低 分 子 量 的 酸性 可 溶性 和 蛋白 ， 虫 触 角 嗅 觉 感 受 器 的 淋巴 液 中 ( Breer et al., 1990; 


544 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 61 3$ 





Raming et al., 1990; McKenna et al., 1994; Pikielny 
et al., 1994; Dickens et al., 1996) , 

本 研究 通过 RT-PCR 和 RACE 技术 ,首次 克隆 
T RU Sc Bmin0BP25 基因 的 cDNA 全 长 序列 ， 
开放 阅读 框 全 长 447 bp ,编码 148 个 氨基 酸 ,预测 分 
子 量 为 17.5 kD, 由 它 推导 的 氨基 酸 序 列 的 基本 物 
理性 状 均 符 合 昆虫 气味 结合 蛋白 家 族 的 特征 ,特别 
是 气味 结合 蛋白 中 的 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ;并 
且 N- 末 端 包 含 一 个 由 22 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ， 
与 已 报道 的 其 他 昆虫 气味 结合 蛋白 特征 ( Vogt and 
Riddiford, 1981; Steinbrecht，1996; Leal et al., 
1999 ; Pelosi et al., 2006) 基本 一 致 。 

Zt MEGA 软件 比 对 结果 显示 ,柑橘 大 实 蝇 气味 
结合 蛋白 BminOBP25 氨基 酸 序 列 与 村 小 实 蝇 的 气 
味 结合 蛋白 BdorOBP 序列 一 致 性 最 高 ,为 88% ;其 
次 是 与 地 中 海 实 蝇 CecapOBP83a-2 ,一 致 性 为 86% ; 
而 与 其 他 昆虫 的 气味 结合 蛋白 仅 具 有 52% ~ 77% 
的 一 致 性 ,这 反映 了 气味 结合 蛋白 在 几 种 昆虫 间 亲 
缘 关 系 的 远近 。 

Reyes 等 (2005 ) 研究 表明 ,6 x His 标签 在 生理 
条 件 下 不 带电 荷 ,基本 不 影响 蛋白 的 结构 及 功能 。 
因此 ,本 研究 将 BminOBP25 克隆 到 带 有 T7 启动 子 
的 高 效 融合 表达 载体 pET 28a ( + ) 中 ,构建 成 外 源 
蛋白 NN 端 融合 6 x His 标签 的 重组 表达 质粒 pET 28a 
(+ )- Bmin0BP25 ,并 转 入 大 肠 杆 菌 BL21( DE3) 中 
进行 诱导 表达 ,目的 是 后 续 可 利用 该 标签 检测 .纯化 
6 x His-BminOBP25 融合 蛋白 。 在 20 kD 左右 位 置 
产生 特异 性 蛋白 条 带 , 和 推测 的 分 子 量 大 小 一 致 ,而 
未 诱导 菌 液 在 相应 位 置 没 有 产生 特异 性 蛋白 表达 ， 
并 且 和 蛋白 在 上 清 液 中 表达 ,在 包涵 体 中 不 表达 ,表明 
成 功 表达 出 了 BminOBP25。 通 过 6 x His 标签 单 克 
隆 抗 体 对 在 不 同 IPTG 终 浓度 (0.5 和 1.0 mol/L) 下 
诱导 表达 得 到 的 融合 蛋白 样品 作 Western blot 分 析 ， 
结果 表明 两 种 IPTG 浓度 下 目的 蛋白 都 成 功 表达 ， 
H 1.0 mol/L 的 IPTG 浓度 诱导 下 目的 蛋白 表达 量 
更 高 。 

气味 结合 蛋白 是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 
的 特异 性 蛋白 (Zubkov et al., 2005). fil ff IL P 59 
须 等 嗅觉 器 官 集中 于 头 部 ,理论 上 气味 结合 蛋白 应 
该 主要 在 头 部 表达 ,许多 研究 表明 OBP 的 表达 并 不 
局 限于 嗅觉 组 织 ( 陈 玲 等 , 2013; 吉 挺 等 , 2014; 秦 
赠 等 , 2014; 钱 凯 等 , 2015) ,它们 可 能 参与 其 他 的 
生理 过 程 ( Graham et al., 2003; Pophof, 2004; Pelosi 
et al., 2005) 。 而 本 研究 结果 发 现 ,Bmin0BP25 在 柑 



















































































橘 大 实 晶 成 虫 头 (去 除 触 角 )、 胸 、 腹 . 足 ` 翅 和 产 卵 
器 中 均 有 表达 , 且 在 触角 、 头 (去 除 触 角 )` RE RUP B 
器 中 有 较 高 表达 ,提示 该 基因 在 非 嗅 沉 组织 中 也 有 具 
有 生理 功能 ,特别 是 可 能 还 参与 嗅觉 识别 和 其 他 功 
能 。 毛 形 感 器 是 昆虫 体 表 分 布 最 广 .数量 最 多 的 感 
器 ,其 功能 多 样 , 其 中 ,嗅觉 功能 被 证 实在 昆虫 的 取 
食 与 产 卵 地 选择 过 程 中 起 重要 作用 ( Kim and 
Yamasaki, 1996) , RREZE (2015) 研究 发 现 毛 形 感 
受 右 在 柑橘 大 实 昌 触角、 足 足 节 、 产 卵 器 等 部 位 均 有 
分 布 , 本 研究 的 荧光 定量 PCR 结果 显示 ， 
BminOBP25 在 柑橘 大 实 晶 成 虫 触角 、 头 (去 除 触 
角 ) Je rr Boa rp e Rt ed, pez BminOBP25 在 
非 嗅 觉 组 织 中 可 能 也 具有 生理 功能 ,特别 是 可 能 在 
昆虫 的 取 食 与 产 卵 地 选择 过 程 中 起 重要 作用 。 雌 雄 
性 间 差 异 表达 还 需 进 一 步 研 究 。 

BminOBP25 是 首次 报道 的 柑橘 大 实 晶 的 OBP 
基因 。 另 外 对 于 本 实验 已 克隆 的 BminOBP25 基因 , 
我 们 将 进一步 表达 纯化 其 蛋白 ,通过 获 光 竞争 结合 
等 实验 ,明确 该 气味 结合 蛋白 的 结合 谱 ,为 高 效 开发 
和 设计 柑橘 大 实 蝇 嗅 觉 引诱 剂 提供 依据 。 
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